


























緒言 .......................................................................................................................................... 1 
第一章 「魚類骨格筋への EP を利用した組換えタンパク質の 
血液への分泌および受精卵への導入」 .............................................. 4 
1.1 要旨 ...................................................................................................................... 5 
1.2  序論 .................................................................................................................... 6 
1.3 材料と方法 ........................................................................................................... 7 
1.3.1 実験魚 ............................................................................................................ 7 
1.3.2 実験に用いたベクター .................................................................................. 7 
1.3.3 エレクトロポレーション (EP) ..................................................................... 8 
1.3.4 X-gal 染色 ..................................................................................................... 8 
1.3.5 免疫染色 ........................................................................................................ 8 
1.3.6 写真撮影 ........................................................................................................ 9 
1.3.7 PCR ............................................................................................................... 9 
1.3.8 ルシフェラーゼアッセイ............................................................................. 10 
1.3.9 SDS-PAGE ゲル中でのルシフェラーゼアッセイ ..................................... 10 
1.3.10 Blue-Native PAGE ゲル中でのルシフェラーゼアッセイ ........................ 11 
1.4 結果 .................................................................................................................... 11 
 
 
1.4.1 ゼブラフィッシュ骨格筋へのレポーター遺伝子の導入 ............................. 11 
1.4.2 組換えタンパク質の血液への分泌効果および受精卵の取り込み .............. 12 
1.4.3 ヒラメへの応用 ........................................................................................... 14 
1.4.4 水泡眼への応用 ............................................................................................. 14 
1.5 考察 ...................................................................................................................... 15 
第二章 「卵巣への注射 (IMO: injection into the mother’s ovary)による 
タンパク質の導入 ............................................................. 20 
2.1 要旨 .................................................................................................................... 21 
2.2 序論 ...................................................................................................................... 22 
2.3 材料と方法 ........................................................................................................... 23 
2.3.1 実験魚 .......................................................................................................... 23 
2.3.2 GFP-Luc と Cas9-Luc の合成 .................................................................... 23 
2.3.3 RNP ............................................................................................................. 24 
2.3.4 Cas9-GFP-Luc の合成 ................................................................................ 24 
2.3.5 IMO (Injection into mother’s ovary) ........................................................ 25 
2.3.6 写真撮影 ...................................................................................................... 25 
2.3.7 ルシフェラーゼアッセイ............................................................................. 25 
 
 
2.3.8 HMA  ........................................................................................................... 25 
2.3.9 IMO を用いた種々の物質の受精卵への導入 ............................................... 26 
2.3.10 受精卵のクロロキン浸漬実験 ................................................................... 26 
2.4 結果 .................................................................................................................... 27 
2.4.1 GFP-Luc の精製 .......................................................................................... 27 
2.4.2 IMO による GFP-Luc の導入 ...................................................................... 27 
2.4.3 Cas9-Luc の精製 ......................................................................................... 27 
2.4.4  IMO による Cas9-Luc の導入 ..................................................................... 28 
2.4.5 IMO による RNP の導入 .............................................................................. 28 
2.4.6 Cas9-GFP-Luc の合成 ................................................................................ 29 
2.4.7 IMO を用いた種々の物質の受精卵への導入 ............................................... 29 
2.4.8 受精卵のクロロキン浸漬実験 ..................................................................... 29 
2.5 考察 .................................................................................................................... 30 
総合考察 ................................................................................................................................ 35 
謝辞 ........................................................................................................................................ 37 
第一章 図 .................................................................................................................. 38 
第一章 表 .................................................................................................................. 48 
 
 
第二章 図 .................................................................................................................. 50 
第二章 表 .................................................................................................................. 57 







Iwaizumi, M., Yokoi, H., Suzuki, T., 2020. Plasmid delivery by electroporation into fish skeletal 




Iwaizumi, M., Yokoi, H., Suzuki, T. Delivery of exogenous proteins into eggs by injection 






 最近開発された CRISPR/Cas9 法や TALEN 法などのゲノム編集技術により、非モデ
ル生物においてもゲノム情報を簡便に改変することが可能になり、農畜水産分野にも
利用され始めている (Goto et al., 2019; Gratacap et al., 2019)。水産増養殖分野におい
ては、通常よりも可食部の筋肉量が多いマダイやヒラメなどが作出されている (Kim 
et al., 2019; Kishimoto et al., 2018)。また、マグロにおいては、衝突死を防ぐために遊
泳速度の遅い系統が作出されており (Higuchi et al., 2019)、ゲノム編集を利用した新
品種の開発が始まっている。 
CRISPR/Cas9 法では、guide RNA がゲノム上の標的配列に結合し、その部分を
Cas9 ヌクレアーゼが切断する。TALEN 法では、DNA 結合ドメインで標的配列に結合
し、Fok I ヌクレアーゼが DNA を切断する。切断された部位が非相同組み換えによっ
て修復される際に多発する塩基の挿入や欠損により、タンパク質の読み枠がずれるこ
とを利用して遺伝子ノックアウト (KO)を行う (Christian et al., 2010; Jinek et al., 
2012)。 
















取り込み機構を利用したゲノム編集が行なわれている (Chaverra-Rodriguez et al., 
2018)。アフリカツメガエルにおいては、ビテロジェニン受容体結合配列を付加したス
トレプトアビジンとビオチン標識した DNA を結合させて卵母細胞に導入したという報
告がある (Rungger et al., 2017)。また、マウスにおいては受精卵を体外でエレクトロ
ポレーション (EP：electroporation) し、ゲノム編集する方法や卵管内の受精卵に
EP してゲノム編集する方法が開発されている (Hashimoto et al., 2016; Ohtsuka et al., 
2018; Takahashi et al., 2015)。i-GONAD 法 (improved-Genome editing via Oviductal 









受精卵への導入」と第二章に記述した「卵巣への注射 (IMO：injection into the 







ことがわかった。また、ゼブラフィッシュの卵巣に CMV:GFP を EP で導入する実験
を行った。GFP 蛍光は、濾胞細胞で確認できたが、卵母細胞自体では蛍光が確認でき




に、蛍光標識した gRNA と Cas9 タンパクの複合体 (RNP) を卵巣に注射し、受精卵
を得たところ、卵黄で蛍光を検出できた。しかし、ゲノム編集による変異導入は確認
できなかった。卵黄中のタンパク質は、卵黄顆粒内（エンドソーム）に封入されてい
る可能性が考えられる。Chaverra-Rodriguez et al (2018) の蚊の報告では、エンドソ
ームを破壊するためにクロロキンを用いてゲノム編集を行っていた (Chaverra-






































EP で導入したころ、骨格筋の広範囲に強い GFP 蛍光が確認でき、180 日以上発現が持



















1.2  序論 
 EP は、細胞膜に電圧をかけて穴をあけ、遺伝子導入する方法である。マウスにおい
て骨格筋への EP は、DNA ワクチンの導入などに利用されている (Sokolowska and 
Blachnio-Zabielska, 2019)。 




いる (Callahan et al., 2018; Myllymaki et al., 2018)。ヒラメは、養殖対象魚種として有
名である。養殖対象魚種では、チャイロマルハタ (Epinephelus coioides) において
Luteinizing hormone (LH) を EP で骨格筋に導入して、卵巣を早期成熟させたという報
告やヨーロピアンシーバス (Dicentrarchus labrax) において siRNA を用いてミオスタチ





















Zebrafish Book を参考にして 14 時間明期・10 時間暗記の照明条件で飼育した






 組織への遺伝子導入を確認するためのベクターは、pCS2-GFP (CMV:GFP )を用い
た。X-gal 染色のためのベクターは、pcDNA3.1/V5-His-TOPO-lac Z (CMV:Lac Z, 
Thermo Fisher Scientific, MA, USA) を使用した。ルシフェラーゼアッセイのためのベ
クターは、pNL1.3CMV [secNluc/CMV] plasmid (CMV:secLuc, secretory 
nanoluciferase-coding plasmid, Promega, WI, USA) を使用した。また、トラフグの成
長ホルモン (GH: growth hormone) のコード領域 (GenBank accession number: 
XM_029836218) を PCR で増幅し、pcDNA3.1/V5-His TOPO TA vector (Thermo 
Fisher Scientific, MA, USA) にクローニングした。CMV:tdTomato、CMV:GH-Luc、
CMV:SP-HB-EGFP-NLS-Vg、CMV:SP-HB-tdTomato-NLS-Vg は、NEBuilder HiFi DNA  






用いて検出可能か調べるために作成した。CMV:GH-Luc の HiBiT tag と Factor Xa、
His tag は、以下に示す応用のために付加した。His tag は、タンパク質の精製に利用
でき、Factor Xa は、GH-Luc からルシフェラーゼを除去するために利用できる。
HiBiT tag は、ルシフェラーゼ除去後の GH を検出するために利用できる。CMV:SP-
HB-EGFP-NLS-Vg および CMV:SP-HB-tdTomato-NLS-Vg は、GFP や tdTomato を骨
格筋から分泌させて、卵母細胞に導入できるか調べるために作成した。 
 
1.3.3 エレクトロポレーション (EP) 
 魚の骨格筋にプラスミド溶液を注射器 (Hamilton 705RN, NV, USA) で注射した後
に、EP を行った。エレクトロポレーターは、スーパーエレクトロポレーターNEPA21 
(Nepa Gene, Chiba, Japan) を使用した。電極は、CUY65OP10 electrode (Nepa 
Gene) を使用した。プラスミド溶液を注射器内で可視化するためにフェノールレッド
を使用した。EP の条件 (Exp-1-13) は、表 2 に示した。ゼブラフィッシュとヒラメの
EP は、50 倍希釈した人工海水の中で行った。水泡眼の EP は、淡水中で行った。 
 魚の卵巣へのプラスミドの導入効果を調べるため、卵巣に CMV:GFP 5 μg を注射し
て EP を行う実験も実施した。 
 
1.3.4 X-gal 染色 
CMV:GFP と CMV:lacZ をゼブラフィッシュの骨格筋に EP で導入し、7 日後に GFP
蛍光を確認した。GFP 発現部位を切断し、筋肉断片を作成した。作成した筋肉断片を
1 mM X-gal に浸漬し、37℃でインキュベートして染色した。筋肉断片の切断面にお
ける GFP 発現部位と lacZ 発現部位を観察した。 
 
1.3.5 免疫染色 





を卵巣に導入した個体 (7 dpi) の卵巣を取り出し、4% paraformaldehyde (PFA) で固
定し、パラフィン切片を作製した。パラフィン切片は、脱パラ後にブロッキング処理
を行った。その後、1 次抗体の anti-GFP antibody (GeneTex, CA, USA) を 1000 倍希
釈した液を加え、1 時間インキュベートし、PBST で洗浄した。骨格筋切片について
は、二次抗体の Simple Stain-AP Multi (Nichirei, Tokyo, Japan)をインキュベートして、
PBST で洗浄し、NBT/BCIP solution (Roche Diagnostics, Manheim, Germany) で発色
させた。その後、4% PFA で反応を止め、PBST で洗浄した。卵巣切片については、
二次抗体の Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit SFX antibody (Molecular 
Probes, OR, USA) を 1000 倍希釈した液でインキュベートし、PBST で洗浄した。 
 
1.3.6 写真撮影 
 写真は、デジタルカメラ (Leica DFC500,Wetzlar, Germany) を実体顕微鏡 (Leica 
MZ16F) に接続し、撮影した。画像処理は、Adobe Photoshop CC 2019 (Adobe 
Systems, CA, USA) で行った。 
  
1.3.7 PCR 
 CMV:GFP を骨格筋に EP で導入してから 1 日後、4 日後、106 日後、および 182 日
後の個体について GFP 発現部位を切断し、DNA をフェノール・クロロホルム抽出法
で抽出して PCR を行った。PCR は、Takara Taq（タカラバイオ、滋賀県草津市）を
使用し、付属マニュアルに従って実施した。PCR の条件は、熱変性を 95℃で、アニ
ーリングは、60℃、伸長反応は 72℃で行い、41 サイクルで実施した。以下に GFP の






GFP F:    TCTGCACCACCGGCAAGCTG 
GFP R:    TGGTTGTCGGGCAGCAGCAC 
β-actin F： TCCTCCCTGGAGAAGAGCTA 
β-actin R :  GATCCAGACAGAGTATTTACGC 
 
1.3.8 ルシフェラーゼアッセイ 
 ゼブラフィッシュの採血は、Babaei et al. (2013) の論文に記載されている方法で行
った (Babaei et al., 2013)。抗凝血剤は、0.5 M EDTA を用いた。ゼブラフィッシュの
血液は、それぞれの個体から 10 μL 程度回収できた。ヒラメの血液は、シリンジ内を
10 μL の 0.5 M EDTA で湿らせた 1 mL のプラスチックシリンジを用いて、尾静脈から
採血した。ヒラメの血液は、各個体から 100 μL 程度回収できた。水泡眼のリンパ液
は、1 ml のプラスチックシリンジで回収した。ルシフェラーゼアッセイには、Nano-
Glo luciferase assay system (Promega)を使用した。 
 ゼブラフィッシュについては、血液から血球成分を除去せず 100 μL の Nano-Glo 
luciferase assay reagent と混ぜてルシフェラーゼアッセイを行った。ゼブラフィッシ
ュの受精卵については、受精卵を 100 μL の PBST 中でホモジナイズした液を Nano-
Glo luciferase assay reagent と混ぜた。ヒラメについては、血液を DW で 10 倍希釈
した液を 100 μL の Nano-Glo luciferase assay reagent と混ぜた。水泡眼については、
リンパ液 100 μL を 100 μL の Nano-Glo luciferase assay reagent と混ぜた。発光値の
測定には、GloMax-Multi+ Detection System (Promega)を使用した。 
 
1.3.9 SDS-PAGE ゲル中でのルシフェラーゼアッセイ 
 骨格筋に CMV:GFP と CMV:secLuc を共導入したゼブラフィッシュおよび





ィッシュの骨格筋に CMV:GFP と CMV:secLuc を EP で導入し、 7 日後に卵巣を取り
出し PBST 中でホモジナイズした。ホモジナイズした液の一部を、15%ポリアクリル
アミドゲルを用いて電気泳動した。電気泳動後に、Nano-Glo In-Gel Detection System 
(Promega)のプロトコルに従ってゲル中でルシフェラーゼアッセイを行った。基質発
光の写真撮影は、ChemiDoc XRS instrument (BioRad, CA, USA)で行った。 
 
1.3.10 Blue-Native PAGE ゲル中でのルシフェラーゼアッセイ 
  骨格筋に CMV:GFP と CMV:secLuc を導入した水泡眼および CMV:GFP と
CMV:GH-Luc を EP で導入してから 7 日後の水泡眼のリンパ液を回収して、Blue-
Native PAGE を行った。Blue-Native PAGE は、岡田氏らの本に記載の方法で行った
（岡田ら, 2013）。電気泳動には、13% ポリアクリルアミドゲルを使用した。泳動後
のゲル中のルシフェラーゼアッセイには、Nano-Glo In-Gel Detection System を使用





 ゼブラフィッシュの骨格筋に CMV:GFP に注射し、EP を行った個体と EP を行わな
かった個体について、経時的に GFP 蛍光を観察した (Exp-1)。EP なしの個体は、注
射した位置の周辺の狭い領域において GFP 蛍光が検出できた。EP ありの場合は、注
射と EP を行った周辺の広範囲において GFP 蛍光が検出できた (Fig. 1A,B)。GFP 蛍
光は、EP を行った個体および EP を行わなかった個体のいずれにおいても、EP の
182 日後においても検出できた。また、EP から 20 ヶ月以上も GFP 蛍光が持続した
個体もいた (Fig. 1C)。骨格筋の GFP 発現部位の切片を、抗 GFP 抗体を用いて免疫染




GFP 発現部位から DNA を抽出し、PCR を行ったところ、EP から 187 日後の個体に
おいても GFP のバンドを検出できた (Fig. 1E)。このことから、CMV:GFP は半年以
上に渡って骨格筋内に存在することが示された。 
 さらに、赤色蛍光タンパク質である tdTomato をコードしている CMV:tdTomato も
EP でゼブラフィッシュの骨格筋に導入したところ (Exp-2)、強い赤色蛍光を検出でき
た (Fig. 1F)。CMV:GFP と CMV:lacZ を EP で骨格筋に導入したゼブラフィッシュ
(Exp-3) の GFP 発現部位を切り出し、X-gal 染色したところ、GFP と LacZ の発現部








コードしている (Fig. 2A)。EP で骨格筋に CMV:secLuc を導入した個体 (Exp-4) およ





ることが確認された。また、骨格筋に CMV:secLuc を導入した個体と CMV:GH-Luc を
導入した個体から、採血してルシフェラーゼアッセイを行ったところ、血液からルシ





成熟した雌の骨格筋に EP で CMV:secLuc を導入してから 7 日後の個体の卵巣のホ
モジネートに SDS-PAGE を行った。ゲル中でルシフェラーゼアッセイを行うとバンド
が検出できた (Fig. 2D)。さらに、CMV:secLuc を導入してから 7 日後の個体を自然交
配させると、受精卵からルシフェラーゼ活性が検出できた。このことから、血液中に
分泌された組換えタンパク質は卵母細胞に取り込まれたことがわかった (Fig. 2E)。 
次にルシフェラーゼと同様に、GFP や tdTomato などの蛍光タンパク質も骨格筋か
ら血液へ分泌させ、卵母細胞に導入できるか調べるために CMV：SP-HB-EGFP-NLS-
Vg (Fig. 3A) と CMV:SP-HB-tdTomato-NLS-Vg (Fig. 4A) を作成した。これらのベクタ
ーでは、骨格筋からの分泌を促進するために分泌シグナルを、また卵母細胞への取り
込みおよび核への移行を促進するために、ゼブラフィッシュのビテロジェニン受容体
結合配列の 8 アミノ酸 IVTKSKDL (Li et al., 2003) と核移行シグナル(NLS)を付加して







 次に EP で卵巣内卵母細胞に CMV:GFP を導入し、発現させることが可能か試験し
た。卵巣に CMV:GFP を注射して EP を行った (Fig. 5A)。EP から 7 日後に解剖した
ところ、濾胞細胞で GFP 蛍光が検出できたが卵母細胞からは検出できなかった (Fig. 
5B)。また、卵巣切片を作製して抗 GFP 抗体を用いて免疫染色を行ったがシグナル





 次にヒラメ稚魚に EP を行った (Fig. 6A)。CMV:GFP を EP で導入したところ、EP
の 7 日後から 140 日後にかけて GFP 蛍光が検出された (Exp-8)。EP の 56 日後から
140 日後にかけては、GFP 蛍光は減少していった (Fig. 6B)。これは、ヒラメ稚魚の成
長に伴って、骨格筋が分裂し、細胞内の CMV:GFP が減少していったことが原因と考
えられる。もしくは、魚種によって EP で導入した遺伝子の発現期間に差がある可能
性もある。さらに、骨格筋に CMV:secLuc を EP で導入し (Exp-9)、採血してルシフ
ェラーゼアッセイを行ったところ、ルシフェラーゼ活性を検出できた (Fig. 6C)。同様






 次に水泡眼への EP を行った (Fig. 7A)。Control の個体 (Exp-11) と CMV:secLuc を
導入した個体 (Exp-12)、CMV:GH-Luc を導入した個体 (Exp-13) を用いて、経時的に
リンパ液を採取してルシフェラーゼアッセイを行った。骨格筋における GFP 蛍光は、
ゼブラフィッシュやヒラメと異なり、EP を行ってから、7 日後から 28 日後にかけて
減少した (Fig. 7B)。これは、魚種によって EP で導入した遺伝子の発現期間が異なる
可能性が考えられる。EP から、7 日後のリンパ液中のルシフェラーゼ活性は、ゼブラ
フィッシュやヒラメと同程度であったが、EP から 7 日後から 28 日後の間に減少した 
(Fig. 7C, D)。骨格筋における GFP 蛍光も減衰しているので、細胞内のベクターが分
解されていったと考えられる。また、secLuc が分泌されているリンパ液と GH-Luc が












骨格筋では、EP から 187 日目まで強い GFP 蛍光が検出された。20 ヶ月以上に渡って
強い GFP 蛍光が持続した個体もいた。ヒラメでは、EP から 56 日から 140 日の間で、
水泡眼では EP から 7 日後から 28 日後の間で GFP 蛍光が減衰した。ニワトリ胚にお
いて、tol2 システムを用いた場合は、EP で導入したベクターがゲノムに挿入され、発
現が長期間持続し、tol2 システムを用いない場合は、発現が短期間で消失したという報

















かった。チャイロマルハタにおいて、EP で骨格筋に LH をコードしているベクターを導入








ゼブラフィッシュの骨格筋において強く発現するプロモーターとして、tbp (TATA box 
binding protein gene) や tbnl (TATA box binding protein associated factor gene)、eef1g 
(eukaryotic elongation factor 1-gamma gene)、bactin1 (beta-actin-1 gene) などが報告され
ている (Burket et al., 2008)。第一章で用いたプロモーターは CMV のみだが、今後は複数の
プロモーターの中から、実験目的に最適なプロモーターを決定するような実験も検討して
いく必要がある。メダカにおいて 3 種類の Cre/loxP を導入したという報告がある 
(Kishimoto et al., 2016)。EP と Cre/loxP システムを組み合わせれば、導入した遺伝子を時
期特異的あるいは組織特異的に発現させることが可能となるので、さまざまな実験に応用
可能となる。例えば、組織特異的なプロモーターを持つベクターを EP で導入し、特定の細







(Clelland and Peng, 2009)。血液中に分泌されたルシフェラーゼは、ピノサイト―シス小胞
内に非特異的に取り込まれ、卵母細胞内に蓄積したと考えられる。この結果は、ゲノム編集














ている (Muñoz-Cánoves et al., 2013)。しかし、ホルモンはビテロジェニンの様に大量に分
泌されるものではない。骨格筋でも強力に作用する分泌シグナルを開発する必要がある。ま













待できる。ニジマス受精卵において、キンギョの LH を合成したという報告がある (Morita 




シュやヒラメと異なり、骨格筋における GFP 蛍光も 1 ヶ月程度で減衰しており、骨格筋内
における CMV:secLuc と CMV:GH-Luc の分解が、リンパ液中のルシフェラーゼ活性の








能であることがわかっている (Matsuda et al., 2011)。メダカを用いて開発された、組換え






















































の GFP-Luc を IMO により卵母細胞および受精卵の卵黄に導入することに成功した。
また、Cas9 ヌクレアーゼとルシフェラーゼの融合タンパク質の Cas9-Luc についても
IMO により卵母細胞および受精卵に導入することに成功した。さらに、ゲノム編集の


















(Clelland and Peng, 2009)。この時期に、組換えタンパク質を大量に注射すれば、卵母
細胞での非特異的な取り込みが期待できる。蚊においては、卵黄タンパク質の部分配
列と Cas9 の融合タンパク質を合成し、gRNA と共に胸腔内に注射し、卵母細胞およ
び受精卵に導入してゲノム編集を行ったという報告がある (Chaverra-Rodriguez et al., 
2018)。また、メダカにおいてもビテロジェニンの部分配列と GFP の融合タンパク質
を肝臓で合成・分泌させ卵母細胞および受精卵に導入するトランスジェニック系統を
作出したという報告がある (Murakami et al., 2019)。さらに、水泡眼のビテロジェニ
ンをゼブラフィッシュの卵母細胞や受精卵に導入したという報告もある (Matsuda et 
al., 2011)。 
既に、磁石を利用した遺伝子導入方法であるマグネオフェクション (Holzbach et 
al., 2010) や超音波を利用した遺伝子導入方法であるソノポレーション (Tomizawa et 
al., 2013)、in vivo 用の遺伝子導入試薬の利用 (Hine et al., 2012) も報告されており、
魚類への応用が期待される。 











シュに IMO を行う際や解剖する時は、MS222 で麻酔をかけた。すべての実験は、「東
北大学における動物実験等に関する規程」に従って行った。 
 
2.3.2 GFP-Luc と Cas9-Luc の合成 
 大腸菌を用いて GFP-Luc と Cas9-Luc を合成するために pFN6A-HB-EGFP-Luc-
NLS-His vector (GFP-Luc) と pET-Cas9-Luc-NLS-His (Cas9-Luc) の 2 つのベクターを
作成した (Fig. 8A, 11A)。これらのベクターは、NEBuilder HiFi DNA Assembly Master 
Mix (New England BioLabs) を用いて作成した。ベクター構築に使用したプライマー
の配列と、PCR の鋳型に用いたベクターは表 3 の vector 3、4 に示した。pGEM-T-
Easy-Vg-HB-EGFP-NLS-His (表 3 の vector 0) の作成は TA クローニングで行った。 
 GFP-Luc と Cas9-Luc の合成は、上記 2 つのベクターと Single Step (KRX) 
Competent Cells (Promega) を用いて、付属マニュアルに従って行った。組換えタン
パク質の精製には、TALON Metal Affinity Resin（タカラバイオ）を用いた。精製した
タンパク質の濃縮およびバッファー交換には、Amicon Ultra-15 10K Centrifugal Filter 
Devices (Merck, DA, Germany) を用いた。 
GFP-Luc と Cas9-Luc の精製を確認するために、SDS-ポリアクリルアミドゲルを用
いて電気泳動を行った。GFP-Luc には、15 %ゲルを、Cas9-Luc には、5 % ゲルを使
用した。電気泳動後に、タンパク質をゲルからニトロセルロースメンブレンにブロッ
トし、 Nano-Glo In-Gel Detection System (Promega)を用いてルシフェラーゼアッセ





った。銀染色には、2D-Silver stain reagent II（コスモバイオ、東京都）を使用した。 
 
2.3.3 RNP 
 RNP に使用する crRNA、tracrRNA、Cas9 Nuclease V3 は、Integrated DNA 
Technology (IDT, IA, USA) から購入した。標的遺伝子は、メラニン合成酵素の
tyrosinase にした。crRNA の配列は、Kotani et al. (2015) で使用していた配列を利用
した (Kotani et al., 2015)。tracer RNA は、ATTO 550 で蛍光標識されているものを使
用した。crRNA と tracrRNA を 95℃で 5 分間インキュベートし、gRNA を形成させ
た。その後、gRNA と Cas9 を室温で 10 分間インキューベートして、RNP を形成さ
せた。また、RNP のゲノム編集活性を確認するため、ゼブラフィッシュの受精卵に顕
微注入により、RNP を導入し、後述の HMA assay により標的遺伝子の変異導入を検




った。IMO で導入した RNP のタンパク質濃度や液量は表 4 に示した。 
 
2.3.4 Cas9-GFP-Luc の合成 
 Cas9-GFP-Luc を合成するために、pET-Cas9-EGFP-Luc-NLS-His (Fig. 12A) を作成
した。ベクター作成に使用したプライマーの配列と、PCR の鋳型に用いたベクター







2.3.5 IMO (Injection into mother’s ovary) 
 成熟した雌のゼブラフィッシュの卵巣にマイクロシリンジ(Hamilton 705RN) で組換
えタンパク質を注射した。組換えタンパク質の濃度や液量は、表 4 に示した。 
 
2.3.6 写真撮影 
 ゼブラフィッシュの卵巣や胚の写真は、立体実体顕微鏡 (Leica MZ16F) に付属のデ
ジタルカメラ (Leica DFC500) で撮影した。画像の加工は、Adobe Photoshop CC 
2019 (Adobe Systems) で行った。 
 
2.3.7 ルシフェラーゼアッセイ 
 ルシフェラーゼアッセイには、GloMax-Multi+ detection system and Nano-Glo 
luciferase assay reagent (Promega) を用いた。胚は、PBST 100 μL 中でホモジナイズ
し、luciferase assay reagent 100 μL と混ぜてルシフェラーゼアッセイを行った。 
 
2.3.8 HMA  
 RNP によってゲノム編集が行なわれたかどうかを調べるため、hetero duplex mobility 
assay (HMA) を行った。DNA を抽出は、受精卵に 50 mM NaOH 100 μL を加え、
95℃ で 20 分間加熱した後、1 M Tris-HCl (pH 7.5) を 10 µL 加えて平衡化する方法で
行った。PCR のプライマー配列を以下に示す。Forward primer は、(Kotani et al., 
2015)で使用していた配列を使用し、Reverse primer は研究室で設計した。 
 
Forward primer, 5-GAGTCTGCACCTCCCCAGAAGTC  
Reverse primer, 5-CACCAGGACGTCCTGACAGAAC 
 




12℃まで冷却し、15% ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動した。PCR と HMA
の条件は、表 5 と表 6 に示した。 
 
2.3.9 IMO を用いた種々の物質の受精卵への導入 
 IMO を利用して、組換えタンパク質、ペプチド、オリゴヌクレオチド、gRNA
（crRNA と ATTO 550 標識 tracr RNA をアニーリングさせたもの）などの物質を受精
卵へ導入した。組換えタンパク質では、ゼブラフィッシュのビテロジェニン受容体結
合配列である IVTKSKDL (Li et al., 2003) や HiBiT Tag, NLS, His tag を付加した GFP 
(Vg-HB-GFP)、HiBiT Tag、 NLS、 His tag のみを付加した GFP (HB-GFP) を作成し
た。Vg-HB-GFP は、pFN6A-Vg-HB-EGFP-NLS-His (表 3 の vector 1) と S30-T7-High-
Yield-Protein-Expression-System (Promega)を用いて作成し、Amicon Ultra-0.5 10K 
Centrifugal Filter Devices (Merck) で精製した。HB-GFP は、pFN6A-HB-EGFP-NLS-
His (表 3 の vector 2) を用いて GFP-Luc と同様の方法で作成し、精製した。Vg-HB-
GFP は、将来的にビテロジェニン受容体結合配列の有無によって、どの程度 IMO に
よる導入効率が改善されるか調べるために作成した。ペプチドは、FAM で蛍光標識し




 Chloroquine diphosphate salt (Sigma-Aldrich, MO, USA) を用いて、0.5 mM、1 










2.4.1 GFP-Luc の精製 
大腸菌に pFN6A-HB-EGFP-Luc-NLS-His vector  (Fig. 8A) を導入して、GFP-Luc 
(49.8 kDa) を発現させ、精製し、濃縮した。GFP-Luc は、HiBiT アッセイや GFP 蛍
光、ルシフェラーゼアッセイで検出可能である。濃縮した GFP-Luc から、GFP 蛍光




2.4.2 IMO による GFP-Luc の導入 
 GFP-Luc (表 4 の Solution 1) を IMO で導入し、1 dpi (day post-injection：注射後 1
日) で解剖すると、注射した付近の卵母細胞において GFP 蛍光を検出できた(Fig. 9A-
C)。また、GFP-Luc を IMO で導入した個体を自然交配させて受精卵を得ると、一部
の受精卵において GFP 蛍光を検出できた (Fig. 7D)。GFP-Luc を取り込んでいる受精
卵は正常に発生した (Fig. 9E-H)。GFP 蛍光は、卵黄でのみ検出され、胚体細胞質で
は検出できなかった。また、IMO で GFP-Luc を導入した個体から得た受精卵を用いて
2 日ごとにルシフェラーゼアッセイを行ったところ、4 dpf (days post fertilization: 受
精後 4 日) までルシフェラーゼ活性を検出できた。ルシフェラーゼは、GFP よりも検
出感度が高いため、GFP 蛍光がない受精卵からも検出できた。6 dpf では、control と
同程度の値まで減少していた ( Fig. 10)。 
 
2.4.3 Cas9-Luc の精製 
IMO を用いて Cas9 (160kDa) よりも分子量の大きいタンパク質を導入できるか調べ





Cas9-Luc の産生および精製を確認した (Fig. 11B)。 
 
2.4.4  IMO による Cas9-Luc の導入 
IMO で Cas9-Luc (表 4 の Solution 2) を導入した個体 (1 dpi) から得た受精卵 10 個
と Cas9-Luc を導入していない個体から得た受精卵 10 個を用いて、ルシフェラーゼア
ッセイを行った (Fig. 12)。ルシフェラーゼ活性は、Cas9-Luc を導入した受精卵の間
で 20 倍程度のばらつきがあった。Cas9 よりも分子量の大きい Cas9-Luc を受精卵に
導入できたことは、Cas9 も IMO で受精卵に導入可能であるということを示してい
る。 
 
2.4.5 IMO による RNP の導入 
IMO を利用して RNP を受精卵に導入できるか調べた。RNP は、gRNA と Cas9 の
複合体である。gRNA は、crRNA と ATTO 550 標識の tracr RNA で構成されている 
(Fig. 13A)。crRNA の標的遺伝子は、tyrosinase で標的配列は過去の報告にあった配列
を使用した (Kotani et al., 2015)。IMO で RNP (表 4 の solution 3) を導入した個体 (1 
dpi) を解剖すると卵母細胞において ATTO 550 の蛍光が検出された (Fig. 13B)。ま
た、IMO で RNP を導入した個体から自然交配によって受精卵を得ると一部の受精卵
の卵黄において、ATTO 550 の蛍光が検出された。卵黄で ATTO 550 蛍光が検出でき
た受精卵は正常に発生した (Fig. 13C-E )。卵黄に ATTO550 蛍光がある受精卵から
DNA を抽出して HMA を行った (RNP1~8)。顕微注入で RNP を胚体細胞質に導入し
た受精卵(Control-P)をポジティブコントロールとして用いた。また、何も導入してい
ない受精卵(Control N1~N2)をネガティブコントロールとして使用した(Fig. 13F)。変異





13E)。これらの結果から、IMO を用いて受精卵に RNP を導入することはできたが、
ゲノム編集による変異は導入されなかった。 
 
2.4.6 Cas9-GFP-Luc の精製 
 本研究で使用している RNP は、gRNA が蛍光標識されているが、モノマーの gRNA
を含んでいる可能性がある。Cas9 の局在を正確に知るためには、Cas9 自体を蛍光標
識して追跡する必要がある。そこで、Cas9 と EGFP とルシフェラーゼを融合させた
Cas9-GFP-Luc (207.2 kDa) を作成した (Fig. 14A)。精製した Cas9-GFP-Luc を Cas9-
Luc と共に銀染色し、シングルバンドを検出した (Fig. 14B)。今後、Cas9-GFP-Luc
の IMO を行い、受精卵への導入を目指す。 
 
2.4.7 IMO を用いた種々の物質の受精卵への導入 
 IMO を用いて種々の物質を受精卵に導入できるか調べた。組換えタンパク質では、
Vg-HB-GFP や HB-GFP を受精卵に導入できた。また、FAM 標識の 21 アミノ酸のペ






 IMO で導入した RNP は、受精卵の卵黄顆粒に封入されていることが、示唆された
が、ゲノム編集の実現のためには、核ゲノムに到達させる必要がある。蚊においてク
ロロキンを用いて卵黄顆粒から RNP を解放してゲノム編集を行ったという報告がある 




濃度のクロロキンに耐性があるのか調べた。まず、0.5 mM、2 mM、5 mM、10 mM の
クロロキン溶液と control（50 倍希釈した人工海水）にゼブラフィッシュの受精卵
(0dpf) 20 個ずつ浸漬し、1 dpf における生残率を調べた。Control 溶液中では、65%、
0.5 mM クロロキン溶液中では、80％、2 mM クロロキン溶液中では、15%の受精卵
が生存していた。5 mM と 10 mM のクロロキン溶液中では、すべての受精卵が死亡し
ていた（表 8）。5 mM と 10 mM のクロロキン溶液では、ゼブラフィッシュの受精卵が
耐えられないことがわかった。次に 0.5 mM、1 mM、1.5 mM、2.0 mM のクロロキン
溶液と control に採卵した受精卵 (0 dpf) を浸漬し、1 dpf における生残率を調べた。
受精卵は、各クロロキン溶液に対して、3 つのシャーレを用意し、それぞれのシャー
レに受精卵 20 個ずつ浸漬した。1 dpf における生残率は、control（全体）で 55 %、
0.5 mM クロロキン溶液（全体）で 41.7%、1.0 mM クロロキン溶液（全体）で
48.3 %、1.5 mM クロロキン溶液（全体）で 6.7 %、2.0 mM クロロキン溶液（全
体）が 3.3 %であった（表 9）。これらの結果から、クロロキンの濃度は、0.5 mM か






卵巣への注射 (IMO) という非常に単純な方法で、RNP を含む種々の物質を卵母細胞
や受精卵の卵黄に導入できることがわかった。IMO を用いることにより、分子量の小






テロジェニン受容体を介して取り込む性質がある (Tyler et al., 1990)。ビテロジェニン
は、卵黄顆粒に蓄積され、ホスビチンとリポビテリンに切断され、胚発生の際にはア
ミノ酸に分解される (Clelland and Peng, 2009)。卵母細胞では、ビテロジェニンの取
り込みの際に非特異的なタンパク質の取り込みが起こると考えている。第一章で示さ
れたようにゼブラフィッシュの骨格筋からルシフェラーゼを分泌させると卵母細胞に
非特異的に取り込まれた (Iwaizumi et al., 2020)。IMO で導入した組換えタンパク質
は、卵黄形成期の卵母細胞に非特異的に取り込まれ、卵黄顆粒に封入されたと考えら









要がある。その後、IMO に最適な GFP-Luc の量を決定する。 
RNP を IMO で導入した場合、受精卵の卵黄で ATTO 550 の蛍光を確認することが
できたが、細胞質で検出することはできず、ゲノム編集も起きていなかった。RNP
は、卵黄顆粒に封入され、胚の核に移動することができなかったと考えられる。ま
た、今回使用した RNP は、tracr RNA が蛍光標識されており、モノマーの tracr RNA
を含んでいる可能性がある。受精卵内の Cas9 の局在を正確に把握するためには、
Cas9 自体を蛍光標識する必要があるので、Cas9-GFP-Luc を合成した。今後、IMO で






 IMO を利用してゲノム編集を行うには、RNP を卵黄顆粒から解放して胚の核に移行
させる必要がある。蚊においては、クロロキンを用いて卵母細胞内のエンドソームか
ら RNP を解放してゲノム編集を行ったという報告がある (Chaverra-Rodriguez et al., 
2018)。また、哺乳類の培養細胞において GALA ペプチド（30 アミノ酸）を用いてエ
ンドソームを破壊したという報告や (Li et al., 2004)、光増感剤を用いてエンドソーム




ュの受精卵のクロロキン溶液の浸漬実験の結果によると 0.5 mM から 1 mM 程度まで
は 1 dpf において 40%以上生残することがわかった。今回はクロロキン浸漬実験後の
1 dpf における生残率を調べたが、浸漬時間の条件検討も必要である。その後、RNP
を IMO で導入した個体から得た受精卵をクロロキン溶液に浸漬し、RNP が卵黄から
胚体核に移行してゲノム編集がおきるか調べる。さらに、マウスなどでは、マグネオ
フェクションという磁石を利用した遺伝子導入方法も利用されている (Holzbach et 
al., 2010)。マグネオフェクションでは、マウスに磁気標識したコンストラクトを注射
し、導入したい組織の近くに磁石を配置し、遺伝子導入する方法である。磁気標識し
た RNP を IMO で受精卵に導入し、卵黄に局在している RNP を磁力で胚体細胞質側に
移動させることができれば、ゲノム編集が実現する可能性がある。また、ソノポレー






















検討していく必要がある。Murakami et al. (2019) では、メダカのビテロジェニンの部
分配列 300 アミノ酸を利用した組換えタンパク質の合成方法を開発した(Murakami et 
al., 2019)。本研究で合成した Vg-HB-GFP は、ビテロジェニン受容体結合配列の 8 ア










































第二章では、IMO を利用して組換えタンパク質および RNP をゼブラフィッシュの
卵母細胞および受精卵の卵黄に導入することができた。GFP-Luc を取り込んだ受精卵
のルシフェラーゼ活性は 4 dpf まで持続した。今後は、GFP-Luc の最適な導入量およ




剤を使用する方法 (Chaverra-Rodriguez et al., 2018) や GALA ペプチド (Li et al., 
2004) などのペプチドを用いる方法が考えられる。また、RNP は蛍光標識されている
のが、tracr RNA であるため、Cas9 の局在が正確に示されていない可能性について
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Fig. 1 EP を利用したゼブラフィッシュ骨格筋へのレポーター遺伝子の導入。
(A) プラスミド溶液の注射および EP を行った場所。(B) 182 日間の骨格筋にお
ける GFP 蛍光の継時的観察。(－EP) は、プラスミド溶液の注射のみ。(＋EP) 
は、プラスミド溶液の注射と EP を行っている。dpi (days post-injection: 注射後
の日数)。(C) EP から 20 か月後の GFP 蛍光。mpi (months post-injection: 注射後
の月数)。(D) 抗 GFP 抗体を用いた骨格筋切片の免疫染色。赤の破線で囲まれた
部分が抗体への陽性反応を示している。(F) 骨格筋における tdTomato の蛍光観
察。(E) PCR による骨格筋内の CMV:GFP の検出。β-actin は、DNA 抽出のポジ
ティブコントロールとして使用した。(G) 骨格筋への CMV:GFP と CMV:LacZ の
共導入。7 dpi の時点で(A)の場所で骨格筋を切断して GFP 蛍光の観察と X-gal 染
色を行った。スケールバー＝  (A) は 1 cm、(B)、(C)、(F)は 3 mm、(D) は、0.2 










Fig. 2 EP によるゼブラフィッシュ骨格筋への CMV:secLuc および CMV:GH-
Luc の導入。(A) CMV:secLuc および CMV:GH-Luc の構造。Factor Xa: FactorXa 
認識・切断配列、GH: トラフグ成長ホルモン、HB: HiBiT タグ、His: 6×His tag、
Luc: ルシフェラーゼ、SP: 分泌シグナル。(B) ルシフェラーゼ活性による骨格筋
に発現させたタンパク質のバンドの検出。CMV:secLuc あるいは CMV:GH-Luc を
骨格筋に導入した個体 (7 dpi) の骨格筋ライセートを用いてSDS-PAGEを行い、
ゲル中でルシフェラーゼアッセイを行った。推定分子量は、secLuc が 21.9 kDa、
GH-Luc が 48.2 kDa である。矢頭は、GH-Luc のバンドを示している。(C) 血液
を用いたルシフェラーゼ活性。遺伝子導入していない control と EP で
CMV:secLuc を導入した個体 (7 dpi) および CMV:GH-Luc (7 dpi) を導入した個
体の血液を使用した。(D) ルシフェラーゼ活性による卵巣に取り込まれたタンパ
ク質のバンドの検出。骨格筋に CMV:secLuc を発現させた成熟した雌のゼブラフ
ィッシュ (7 dpi) の卵巣ライセートを用いて SDS-PAGE を行い、ゲル中でルシ
フェラーゼアッセイを行った。Control は、遺伝子導入を行っていない個体の卵
巣ライセート。(E) 受精卵を用いたルシフェラーゼアッセイ。遺伝子導入してい
ない個体から得た control の受精卵と骨格筋に CMV:secLuc を発現させた成熟し
た雌のゼブラフィッシュ (7 dpi) から得た受精卵を用いてルシフェラーゼアッ






Fig. 3 ゼブラフィッシュ骨格筋への CMV:SP-HB-EGFP-NLS-Vg の導入。(A) CMV:SP-HB-
EGFP-NLS-Vg の構造。CMV: CMV プロモーター、EGFP: enhanced GFP、HB: HiBiT タグ、
NLS: nuclear localization signal of SV40 (核移行シグナル)、SP: 分泌シグナル、Vg: ビテロジ
ェニン受容体結合配列。 (B) CMV:SP-HB-EGFP-NLS-Vg を導入した個体 (7 dpi) の骨格筋に
おける GFP 蛍光。(C) CMV:SP-HB-EGFP-NLS-Vg を導入した個体 (7 dpi) の卵巣を解剖した






Fig. 4 ゼブラフィッシュ骨格筋へのCMV:SP-HB-tdTomato-NLS-Vgの導入。(A) CMV-SP-HB-
tdTomato-NLS-Vg の構造。CMV: CMV プロモーター、HB: HiBiT タグ、NLS: nuclear 
localization signal of SV40 (核移行シグナル)、SP: 分泌シグナル、tdTomato: 赤色蛍光タンパ
ク質、Vg: ビテロジェニン受容体結合配列。 (B) CMV:SP-HB-tdTomato-NLS-Vg を導入した
個体 (7 dpi) の骨格筋における GFP 蛍光。(C) CMV:SP-HB-tdTomato-NLS-Vg を導入した個






Fig. 5 EP を用いた CMV:GFP の卵巣への導入。(A) CMV:GFP の注射および EP を行った場
所。(B) 卵巣内の GFP 蛍光。卵巣に CMV:GFP を導入した個体 (7 dpi) を解剖し、卵巣を観
察した。(C) 卵巣切片の免疫染色。CMV:GFP を導入した卵巣を用いて切片を作成し、抗 GFP
抗体と Alexa 488 標識 2 次抗体を用いて蛍光免疫染色を行った。 
In (intestine: 腸)、Oc (oocyte: 卵母細胞)、 Ov (ovary: 卵巣)、PF (pelvic fin: 腹鰭) 





Fig. 6 ヒラメ稚魚の骨格筋への EP による遺伝子導入。 (A) EP を行った場所。(B) 140 日間
の骨格筋における GFP 蛍光の観察。  (C)、(D) 血液を用いたルシフェラーゼ活性。
CMV:secLuc を導入した個体および CMV:GH-Luc を導入した個体の EP 前 (0 dpi) と EP 後 
(7 dpi) の血液を用いてルシフェラーゼアッセイを行った。No. 1,2,3 は、個体番号を表してい













Fig. 7 EP を利用した水泡眼骨格筋への遺伝子導入。 (A) リンパ液で満たされた水泡および EP
を行った場所。(B) 骨格筋における GFP 蛍光の観察。 (C)、(D) リンパ液を用いた経時的なルシ
フェラーゼアッセイ。CMV:secLuc を導入した個体および CMV:GH-Luc 個体の EP 前 (0 dpi) と
EP 後 (7~28 dpi) のリンパ液を用いてルシフェラーゼアッセイを行った。No. 1,2,3 は、個体番
号を表している。(E) ルシフェラーゼ活性を利用したリンパ液中の組換えタンパク質のバンドの































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































   
表 2 Electroporation の条件 
Voltage 以外の条件は、下記の条件で行った。 







Exp-1 Zebrafish CMV:GFP 5 50
Exp-2 - CMV:td-tomato 5 50
Exp-3 - CMV:GFP +CMV:LacZ 5+5 50
Exp-4 - CMV:GFP +CMV:secLuc 5+5 50
Exp-5 - CMV:GFP+CMV:GH-Luc 5+5 50
Exp-6 - CMV:SP-HB-EGFP-NLS-Vg 10 50
Exp-7 - CMV:SP-HB-tdTomato-NLS-Vg 10 50
Exp-8 Flounder CMV:GFP 5 30
Exp-9 - CMV:GFP +CMV:secLuc 10+10 30
Exp-10 - CMV:GFP+CMV:GH-Luc 10+10 30
Exp-11 Goldfish CMV:GFP 10 100
Exp-12 - CMV:GFP +CMV:secLuc 10+10 100







Fig. 8 GFP-Luc の合成。 (A) pFN6A-HB-EGFP-Luc-NLS-His および GFP-Luc の構造。 
EGFP: enhanced GFP、 HB: HiBiT タグ、His: 6×His tag、Luc: ルシフェラーゼ、NLS: 
nuclear localization signal of SV40 (核移行シグナル)、T7 Pro: T7 プロモーター、T7 
terminator : T7 ターミネーター。 (B)、(C) 大腸菌から精製した GFP-Luc。 (B) GFP 蛍光。





  Fig. 9 IMO による GFP-Luc の卵母細胞および受精卵への導入。  
(A) IMO による成熟した雌への GFP-Luc の注射。(B) IMO で GFP-Luc を導入した卵巣(1 dpi)。
(C) GFP-Luc を取り込んでいる卵巣と卵母細胞 (1 dpi)。(D) IMO で GFP-Luc を導入した個体
から得た受精卵。緑色の矢印は、GFP 蛍光の強い受精卵を示しており、白色の矢印は、GFP
蛍光の弱い受精卵を示している。(E)、(F)、(G)、(H) GFP-Luc を取り込んだ受精卵の胚発生。
hpf : (hours post-fertilization: 受精後時間)。スケールバー＝ (A) は 1 cm、(B)、(D) は 3 mm、










Fig. 10 IMO で GFP-Luc を導入した個体から得た受精卵のルシフェラーゼ活性。IMO で GFP-
Luc を導入した 3 個体の雌から受精卵を得て継時的にルシフェラーゼアッセイを行った。







Fig. 11 Cas9-Luc の生成。 (A) pET-Cas9-Luc-NLS-His および Cas9-Luc の構造。 Cas9: Cas9 
ヌクレアーゼ、EGFP: enhanced GFP 、HB: HiBiT タグ、His: 6×His tag 、Luc: ルシフェラー
ゼ、NLS: nuclear localization signal of SV40 （核移行シグナル）、T7 Pro: T7 プロモーター、








Fig. 12 IMO で Cas9-Luc を導入した個体から得た受精卵のルシフェラーゼアッセイ。Control







Fig. 13 IMO による RNP の導入。(A) ATTO550 標識の RNP の構造。crRNA の標的遺伝子は、
tyrosinase である。(B) IMO で RNP を導入した卵巣 (1 dpi)。(C)、(D)、(E) IMO で RNP を導
入した個体から得た受精卵の胚発生。卵黄で ATTO 550 の蛍光が検出できた。(F) HMA による
変異導入の有無の判定。Control-P: 顕微注入で RNP を導入した受精卵 (2 dpf)。RNP 1~8 : 
IMO で RNP を導入した受精卵 1~8 (2 dpf)。Control N1~2: RNP を導入していない個体から得
た受精卵 (2 dpf)。1~2、1~8 は受精卵の番号を表している。スケールバー＝(B)、(E) は 1 mm、






Fig. 14 Cas9-GFP-Luc の生成。 (A) pET-Cas9-EGFP-Luc-NLS-His と Cas9-Luc の構造。 
Cas9: Cas9 ヌクレアーゼ、HB: HiBiT タグ、His: 6×His tag 、Luc: ルシフェラーゼ、NLS: 
nuclear localization signal of SV40 (核移行シグナル)、T7 Pro: T7 プロモーター、T7 terminator : 



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































  表 4 IMO に使用した溶液の組成 
Species Solution number Protein Concentration
Volume
 (μl)
Solution 1 GFP-Luc 6 μg/μl 40




Cas9-Luc 3.5 μg/μl 27

























表 5 tyrosinase のジェノタイピングのための PCR の条件 
templature (℃) time (min) time (sec)
STEP 1 94 3 0
STEP 2 98 0 10
STEP 3 55 0 30
STEP 4 68 0 5
STEP 5 68 10 0





  表 6 tyrosinase のジェノタイピングのための HMA の条件 
templature (℃） time (min) time (sec)














表 7 IMO で導入した種々の物質 
物質名 分子量 検出方法
Vg-HB-GFP 31.3 KDa Fluorescence
HB-GFP 30.4 kDa Fluorescence
Cas9-Luc 180.1 kDa Luc activity
Peptide FAM-labeled 21 aa peptide 2.9 kDa Fluorescence
Oligo nucleotide Tam-33 b oligo DNA 33 b Fluorescence
crRNA: 36 b
tracr RNA : 67 b
Fluorescence
Protein










表 8 受精卵のクロロキン浸漬実験 ① 
0 mM は、control 溶液である。 
クロロキン溶液の濃度 (mM) 0 0.5 2.0 5.0 10.0
浸漬した受精卵の数 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0
1 dpfにおける生残している受精卵数 13.0 16.0 3.0 0.0 0.0





表 9 受精卵のクロロキン浸漬実験 ② 
0 mM は、control 溶液である。 
クロロキン溶液の濃度 (mM) シャーレ 0 0.5 1.0 1.5 2.0
1 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0
2 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0
3 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0
1 10.0 6.0 9.0 1.0 1.0
2 12.0 11.0 11.0 0.0 0.0
3 11.0 8.0 9.0 3.0 1.0
1 50.0 30.0 45.0 5.0 5.0
2 60.0 55.0 55.0 0.0 0.0
3 55.0 40.0 45.0 15.0 5.0
1 dpf生残している受精卵数（全体） 33.0 25.0 29.0 4.0 2.0
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